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(57) Zusammenfassung: Die Elektroden sind mit Molekiilen verse- 
hen, die makromolekulare Biopolymere binden konnen. Es wird eine 
erste elektrische Messung an den Elektroden durchgefuhrt. Ein Me- 
dium wird mit den Elektroden in Kontakt gebracht, derart. dass fiir 
den Fall, dass sich in dem Medium makromolekulare Biopolymere 
befinden, sich diese an auf den Elektroden aufgebrachte erste Mole- 
kiile oder zweite Molekule spezifisch binden konnen. Nicht gebun- 
dene erste oder zweite Molekule werden von der jeweiligen Elektrode 
entfernt und es wird eine zweite elektrische Messung durchgefuhrt 
Abhangig von den Messungen werden die makromolekularen Biopo- 
lymere erfassL 
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Beschreibung 

Verfahren zum Erfassen von makromolekularen Biopolymeren mit- 
tels einer Elektrodenanordnung 

5 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Erfassen von makro- 
molekularen Biopolymeren mittels einer Elektrodenanordnung . 

Ein solches Verfahren ist aus [1] bekannt. 

10 

Fig. 2a und Fig. 2b zeigen einen solchen Sensor, wie er in [1] 
beschrieben ist. Der Sensor 200 weist zwei Elektroden 201, 
202 aus Gold auf, die in einer Isolatorschicht 203 aus Isola- 
tormaterial eingebettet sind. An die Elektroden 201, 202 sind 

15 Elektroden-Anschltisse 204, 205 angeschlossen, an denen das an 
der Elektrode 201, 202 anliegende elektrische Potential zuge- 
fuhrt werden kann. Die Elektroden 201, 202 sind als Planare- 
lektroden angeordnet. Auf jeder Elektrode 201, 202 sind DNA- 
Sondenmolekule 206 immobilisiert (vgl. Fig. 2a) . Die Immobili- 

20 sierung erfolgt gemaJl der sogenannten Gold-Schwef el-Kopplung . 
Auf den Elektroden 201,- 202 ist der zu untersuchende Analyt, 
beispielsweise ein Elektrolyt 207, aufgebracht. 

Sind in dem Elektrolyt 207 DNA-Strange 208 mit einer Sequenz 
25 enthalten, die zu der Sequenz der DNA-Sondenmolekule komple- 
mentar ist, so hybridisieren diese DNA-Strange 203 mit den 
DNA-Sondenmolekulen 206 (vgl. Fig. 2b) . 

Eine Hybridisierung eines DNA-Sondenmole kuls 206 und eines 
30 DNA-Strangs 208 findet nur dann statt, wenn die Sequenzen des 
jeweiligen DNA-Sondenmolekuls 206 und des entsprechenden DNA- 
Strangs 208 zueinander komplementar sind. Ist dies nicht der 
Fall, so findet keine Hybridisierung statt. Somit ist ein 
DNA-Sondenmolekiil einer vorgegebenen Sequenz jeweils nur in 
35 der Lage einen bestimmten, namlich den DNA-Strang mit jeweils 
komplementarer Sequenz zu binden, d.h. zu hybridisieren. 
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Findet eine Hybridisierung statt, so verandert sich, wie aus 
Fig. 2b ersichtlich, der Wert der Impedanz zwischen den Elek- 
troden 201 und 202. Diese veranderte Impedanz wird durch An- 
legen einer Wechselspannung mit einer Amplitude von ungefahr 
5 50 mV an die Elektroden-Anschliisse 204, 205 und dem dadurch 
resultierenden Strom mittels eines angeschlossenen Messgerats 
(nicht dargestellt) bestimmt. 

Im Falle einer Hybridisierung verringert sich der kapazitive 
10 Anteil der Impedanz zwischen den Elektroden 201, 202. Dies 

ist darauf zuruckzuf uhren, dass sowohl die DNA-Sondenmolekule 
206 als auch die DNA-Strange 208, die eventuell mit den DNA- 
Sondenmolekulen 206 hybridisieren, nicht-lei tend sind und so- 
mit anschaulich die jeweilige Elektrode 201, 202 in gewissem 
15 Malie elektrisch abschirmen. 

Zur Verbesserung der Messgenauigkeit ist es aus [4] bekannt, 
eine Vielzahl von Elektrodenpaaren 201, 202 zu verwenden und 
diese parallel zu schalten, wobei diese anschaulich miteinan- 

20 der verzahnt angeordnet sind, so dass sich eine sogenannte 

Interdigitalelektrode 300 ergibt. Die Abmessung der Elektro- 
den und der Abstande zwischen den Elektroden liegen in der 
GroUenordnung der Lange der zu detektierenden Molekule, d.h. 
der DNA-Strange 208 oder darunter, beispielsweise im Bereich 

2 5 von 2 00 nm und darunter. 

Aus [2] ist eine weitere Vorgehensweise zum Untersuchen des 
Elektrolyt hinsichtlich der Existenz eines DNA-Strangs mit 
vorgegebener Sequenz bekannt. Bei dieses Vorgehensweise wer- 

30 den die DNA-Strange mit der gewunschten Sequenz markiert und 
aufgrund der Ref lexionseigenschaf ten der markierten Molekule 
wird deren Existenz bestimmt. Hierzu wird Licht im sichtbaren 
Wellenlangenbereich auf das Elektrolyt gestrahlt und das von 
dem Elektrolyt, insbesondere von dem nachzuweisenden DNA- 

35 Strang, reflektierte Licht wird erf asst. Aufgrund des Refle- 
xionsverhaltens, d.h. insbesondere aufgrund der erfassten, 
ref lektierten Lichtstrahlen wird bestimmt, ob der nachzuwei- 
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sende DNA-Strang mit der entsprechend vorgegebenen Sequenz in 
dem Elektrolyt enthalten ist oder nicht. 

Diese Vorgehensweise ist sehr aufwendig, da eine sehr genaue 
5 Kenntnis liber das Reflexions verhalten des entsprechenden mar- 
kierten DNA-Strangs erforderlich ist und weiterhin eine Mar- 
kierung der DNA-Strange vor Beginn des Verfahrens notwendig 
is t . 

10 Weiterhin ist eine sehr genaue Justierung des Erf assungsmit- 
tels zum Erfassen der ref lektierten Lichtstrahlen erforder- 
lich, damit die ref lektierten Lichtstrahlen uberhaupt erfasst 
werden konnen . 

15 Somit ist diese Vorgehensweise teuer, kompliziert sowie gegen 
Storeinf llisse sehr empfindlich, wodurch das Messergebnis sehr 
leicht verfalscht werden kann. 

Ferner ist es aus der Af f initatschromatographie ([3]) be- 
20 kannt, immobilisierte niedermolekulare Molekule, insbesondere 
Liganden hoher Spezifitat und Affinitat, zu verwenden, urn 
Peptide und Proteine, z.B. Enzyme, im Analyt spezifisch zu 
binden • 

25 Der elektrische Parameter, der gemafi dem aus [1] bekannten 
Verfahren ausgewertet wird, ist die Kapazitat zwischen den 
Elektroden bzw. die Impedanz der beiden Elektroden. 

Um eine moglichst grolie Sensitivitat bei der Erfassung von 
30 makromolekularen Biopolymeren zu erreichen ist es wunschens- 
wert, eine moglichst groiie Menge von Feldlinien zwischen den 
beiden Elektroden in dem Volumen anzuordnen, in dem die Hy- 
bridisierung der DNA-Strange vorgegebener Sequenzen mit den 
DNA-Sondenmolekiilen, allgemein der Bindung makromolekularer 
35 Biopolymere an immobilisierte DNA-Sondenmolekiile , erfolgt. 
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Bei dem bekannten Verfahren wird die Impedanz bzw. die Kapa- 
zitat in ihrer Veranderung erfasst, wenn nur DNA-Sondenmole- 
ktile vorhanden sind gegenuber dem Fall, dass DNA-Sondenmole- 
kule mit den zu erfassenden DNA-Strangen hybridisiert sind. 



Der Erfindung liegt das Problem zugrunde, ein Verfahren zum 
Erfassen makromolekularer Biopolymere anzugeben, mit dem ein 
robusteres Messsignal erzielt wird, d.h. eine groflere Veran- 
derung in dem Impedanzsignal zwischen dem Zustand, in dem 
10 keine Haltemolekiile oder ausschlieftlich Haltemolekule auf den 
Elektroden angebracht sind und dem, dass zumindest teilweise 
eine Bindung mit den nachzuweisenden makromolekularen Biopo- 
lymeren erfolgt ist. 

15 Das Problem wird durch das Verfahren mit den Merkmalen gemaft 
dem unabhangigen Patentanspruch gelost. 

Im Rahmen des Verfahrens wird eine Elektrodenanordnung einge- 
setzt, die eine erste Elektrode und eine zweite Elektrode 

20 aufweist. Die erste Elektrode kann mit ersten Molekiilen phy- 
sisch (d.h. durch Adsorption) oder chemisch (d.h. uber kova- 
lente Bindungen) versehen sein, die makromolekulare Biopoly- 
mere eines ersten Typs binden konnen. Die zweite Elektrode 
kann physisch oder chemisch mit zweiten Molekiilen versehen 

25 sein, die makromolekulare Biopolymere eines zweiten Typs bin- 
den konnen. 

Unter makromolekularen Biopolymeren sind beispielsweise Pro- 
teine oder Peptide oder auch DNA-Strange einer jeweils vorge- 
30 gebenen Sequenz zu verstehen. 

Sollen als makromolekulare Biopolymere Proteine oder Peptide 
erfasst werden, so sind die ersten Molekule und die zweiten 
Molektile Liganden, beispielsweise Wirkstoffe mit einer mogli- 
35 chen Bindungsaktivitat , die die zu erfassenden Proteine oder 
Peptide an die jeweilige Elektrode binden, auf der die ent- 
sprechenden Liganden angeordnet sind. 
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Als Liganden kommen Enzymagcnis ten oder Enzymant agonisten, 
Pharmazeutika, Zucker oder Antikorper oder irgendein Molekul 
in Betracht, das die Fahigkeit besitzt, Proteine oder Peptide 
5 spezifisch zu binden. 

Im Rahmen dieser Beschreibung ist unter einem Sondenmolekiil 
sowohl ein Ligand als auch ein DNA-Sondenmolekul zu verste- 
hen . 

10 

Die Elektrodenanordnung kann eine Plattenelektrodenanordnung 
sein oder eine Interdigitalelektrodenanordnung, wie aus [1] 
bekannt . 

15 Ferner konnen verschiedene Anordnungen der Parallelschaltung 
vor. Elektroden in der Elektrodenanordnung vorgesehen sein, 
beispielsweise konnen die Elektroden als zylindrische Elemen- 
te ausgestaltet sein, die jeweils konzentrisch umeinander an- 
geordnet sind und elektrisch voneinander beispielsweise mit- 

20 tels eines geeigneten Dielektrikums voneinander isoliert 

sind, so dass sich ein elektrisches Feld zwischen den Elek- 
troden ausbildet. 

Werden als makromolekul are Biopolymere DNA—Strange einer vor— 
25 gegebenen Sequenz verwendet, die mittels der Elektrodenanord- 
nung erfasst werden sollen, so konnen mittels der Elektroden- 
anordnung DNA-Strange einer vorgegebenen ersten Sequenz mit 
DNA-Sondenmolekulen mit der zu der ersten Sequenz komplemen- 
taren Sequenz als erste Molekiile auf der ersten Elektrode hy- 
30 bridisiert werden. Zum Erfassen eines DNA-Strangs einer vor- 
gegebenen zweiten Sequenz mittels zweiter Molekiile auf der 
zweiten Elektrode werden DNA-Sondenmolekule als zweite Mole- 
kiile eingesetzt, die eine Sequenz aufweisen, die komplementar 
ist zu der zweiten Sequenz des DNA-Strangs. 

35 

In einem ersten Verf ahrensschrit t wird eine erste elektrische 
Messung an den Elektroden durchgef uhrt , wobei bei der ersten 
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elektrischen Messung die ersten Molekule und/oder die zweiten 
Molekiile schon auf den Elektroden angeordnet sein konnen oder 
auch nicht. 

Ein Medium, beispielsweise ein Elektrolyt, wird nit den Elek- 
troden in Kontakt gebracht. Dies erfolgt in der Weise, dass 
fur den Fall, dass sich in dem Medium makromolekuiare Biopo- 
lymere des ersten Typs befinden, sich diese an die ersten Mo- 
lekiile binden konnen. Fur den Fall, dass sich in dem Medium 
makromolekuiare Biopolymere des zweiten Typs befinden, konnen 
sich diese an die zweiten Molekule binden. 

Es ist anzumerken, dass die makromolekularen Biopolymere des 
ersten Typs nur an die ersten Molekule auf der ersten Elek- 
trode binden und dass die makromolekularen Biopolymere des 
zweiten Typs nur an die zweiten Molekule auf der zweiten 
Elektrode binden 

Nachdem eine ausreichende Zeitdauer gewartet worden ist, so 
dass sich die makromolekularen Biopolymere an die ersten Mo- 
lekule bzw. an die zweiten Molekule binden konnter*, werden 
nicht gebundene erste Molekule oder zweite Molekule von der 
jeweiligen Elektrode, auf der sie sich befinden, entfernt. 

Fur den Fall, dass die Sondenmolekule DNA-Strange sind, er- 
folgt dies beispielsweise enzymatisch mittels eines Enzyms, 
das selektiv einzelstrangige DNA abbaut. Hierbei ist die Se- 
lektivitat des abbauenden Enzyms fur einzelstrangige DNA zu 
beriicksichtigen. Besitzt das fur den Abbau nicht-hybridisier- 
ter DNA-Einzelstrange ausgewahlte Enzym diese Selektivitat 
nicht, so wird moglicherweise auch die zu erfassende, hybri- 
disierte doppelstrangige DNA unerwiinscht mit abgebaut . 

Insbesondere konnen zum Entfernen der nicht gebundenen ersten 
oder zweiten DNA-Sondenmolekule von der jeweiligen Elektrode 
DNA Nukleasen, beispielsweise eine Nuklease aus Mung-Bohnen, 
die Nuklease PI oder die Nuklease SI verwendet werden. Die 
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Verwendung von DNA-Polymerasen, die aufgrund ihrer 5'-> 3' 
oder ihrer 3'-> 5 f Exonukleaseakti vitat imstande sind, ein- 
zelstrangige DNA abzubauen, konnen ebenfalls verwendet wer- 
den . 

Fur den Fall, dass die Sondenmolekule niedermolekulare Ligan- 
den sind, lassen sich diese, falls ungebunden, auch enzyma- 
tisch entfernen. 

Hierzu sind die Liganden uber eine enzymatisch spaltbare Ver- 
bindung kovalent mit der Elektrode verbunden, beispielsweise 
uber eine Esterverbindung. 

In diesem Falle kann beispielsweise eine Carboxylester- 
Hydroiase (Esterase) eingesetzt werden, um ungebundene Ligan- 
cennolekule zu entfernen. Dieses Enzym hydrolysiert diejenige 
Esterverbindung zwischen der Elektrode und dem jeweiligen Li- 
gandenmolekul, das nicht von einem Peptid oder Protein gebun- 
der. wurde . Dahingegen bleiben die Esterverbindungen zwischen 
der Elektrode und denjenigen Molekulen, die eine Bindungs- 
wechselwirkung mit Peptiden oder Proteinen eingegangen sind, 
aufgrund der verminderten sterischen Zuganglichkeit , die 
durch die molekulare Masse des gebundenen Peptids oder Pro- 
teins eintritt, unversehrt. 

Nach erfolgteru Entfernen der nicht gebundenen ersten Molekiile 
oder zweiten Molekiile wird eine zweite elektrische Messung an 
den Elektroden durchgef lihrt ♦ 

Die ermittelten Werte aus der ersten elektrischen Messung und 
der zweiten elektrischen Messung werden miteinander vergli- 
chen, und wenn die Kapazitatswerte sich in einer Weise unter- 
scheiden, dass die Differenz der ermittelten Werte groJier ist 
ais ein vorgegebener Schwellenwert , so wird angenommen, dass 
sich makromolekulare Biopolymere mit Sondenmolekulen bzw. 
allgemein mit den ersten oder zweiten Molekulen, gebunden ha- 
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ben, wodurch die Veranderung des elektrischen Signals an den 
Elektroden verursacht worden ist. 

1st die Differenz zwischen den Werten der ersten elektrischen 
Messung und der zweiten elektrischen Messung grofler als der 
vorgegebene Schwellenwert, so wird als Ergebnis ausgegeben, 
dass die entsprechenden, die ersten Molekule b2w. zweiten Mo- 
iektiie spezifisch bindenden makromolekularen Biopolymere ge- 
bunden worden sind und somit, dass die entsprechenden makro- 
molekularen Biopolymere in dem Medium enthalten waren. 

Auf diese Weise sind die makromolekularen Biopolymere erfasst 
worden . 

Die erste elektrische Messung und die zweite elektrische Mes- 
sung konnen realisiert werden, indem die Kapazitat zwischen 
den Elektroden gemessen wird. 

Alternativ konnen auch der elektrische Widerstand der einzel- 
nen Elektroden ermittelt werden. 

Ailgemein kann als erste elektrische Messung und als zweite 
elektrische Messung eine Impedanzmessung durchgefuhrt werden, 
in dessen Rahmen sowohl die Kapazitat zwischen den Elektroden 
als auch die elektrischen Widerstande gemessen werden. 

Anschaulich kann die Erfindung darin gesehen werden, dass 
durch Entfernen nicht gebundener erster Molekule oder zweiter 
Molekule von der jeweiligen Elektrode der Unterschied zwi- 
schen den ermittelten Werten der elektrischen Signale zwi- 
schen der ersten elektrischen Messung und der zweiten elek- 
trischen Messung beim Binden von makromolekularen Biopolyme- 
ren dadurch weiter vergrofiert wird, dass die nicht gebundenen 
Molekule, die das Messergebnis verfalschen, keinen storenden 
Einfluss mehr auf das Messergebnis haben. 
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Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in den Figuren dar- 
gestellt und wird im weiteren naher erlautert. 

Es zeigen 

Figuren la bis lc eine Elektrodenanordnung zu unterschiedli- 
chen Verf ahrenszustanden, anhand denen das Verfahren 
gemaft einem Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung erlau- 
tert wird; 

Figuren 2a und 2b eine Skizze zweier Planarelektroden, rait- 

tels derer die Existenz zu erfassender DNA-Strange in 
einem Elektrolyt (Figur 2a) bzw. deren Nicht-Exis tenz 
(Figur 2b) nachgewiesen werden konnen; 

Figur 3 Interdigi talelektroden gemafS dem Stand der Technik; 

Figur 4 eines Skizze einer Elektrodenanordnung, die im Rahmen 
eines zweiten Ausf iihrungsbeispiels eingesetzt wird. 

Figur 5 einen Biosensor gemaft einem Ausfuhrungsbeispiel der 
Erfindung; 

Figur 6 einen Querschnitt eines Biosensors mit zwei Elektro- 
25 den, die als Interdigitalelektrodenanordnung angeord- 

net sind; 

Figuren 7a bis 7d Querschnittsansichten einer Interdigitale- 
lektrode in vier Ver f ahrenszustanden in einem Her- 
30 stellungsverf ahren eines Biosensors gemafl einem Aus- 

fuhrungsbeispiel der Erfindung; 

Figuren 8a bis 8c Querschnittsansichten eines Biosensors wah- 
rend einzelner Verf ahrensschritte des Herstellungs- 
35 verfahrens einer Elektrode des Biosensors gemaJi einem 

weiteren Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung; 
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Figuren 9a bis 9c Querschni ttsansichten eines Biosensors wah- 
rend einzelner Verf ahrensschritte des Hers tellungs- 
verfahrens einer Elektrode des Biosensors gemafi einem 
weiteren Ausf Uhrungsbeispiel der Erfindung; 

Figuren 10a bis 10c jeweils einen Querschnitt eines Biosen- 
sors zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Her- 
stellungsverf ahrens gemafi einem weiteren Ausfiihrungs- 
beispiel der Erfindung; 

Figur 11 eine Draufsicht eines Biosensor-Arrays gemafi einem 
Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung rait zylinderf brmi- 
gen Elektroden; 

Figur 12 eine Draufsicht eines Biosensor-Arrays gemafi einem 
Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung mit quaderf ormigen 
Elektroden; 



Figur 13 eine Querschnittsansicht eines Biosensors gemafi ei- 
nem weiteren Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung; 

Figur 14 eine Querschnittsansicht eines Biosensors gemafi ei- 
nem weiteren Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung; und 

Figuren 15a bis 15g Querschnittsansichten eines Biosensors 
wahrend einzelner Verf ahrensschritte eines Herstel- 
lungsverf ahrens gemafi einem weiteren Ausf uhrungsbei- 
spiel der Erfindung; 

Fig. la zeigt eine Elektrodenanordnung 100 mit einer ersten 
Elektrode 101 und einer zweiten Elektrode 102, die in einer 
Isolarorschicht 103 aus Isolatormaterial angeordnet sind. 

Die erste Elektrode 101 ist mit einem ersten elektrischen An- 
schluss 104 versehen und die zweite Elektrode 102 ist mit ei- 
nem zweiten elektrischen Anschluss 105 versehen. 
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Die erste Elektrode 101 und die zweite Elektrode 102 sind aus 
Gold hergestellt . 

Alternativ konnen die Elektroden 101 und 102 auch aus Silizi- 
umoxid hergestellt sein. Diese konnen mit einem Material be- 
schichtet werden, das geeignet ist, die Sondenmolekule darauf 
zu immobilisieren. 

Beispielsweise konnen bekannte Alkoxysilanderivate verwendet 
werden wie 

• 3-GlycidoxypropylmethyI*oxysilan, 

• 3-Acetoxypropyltrimethoxysilan, 

• 3-Aminopropyltriethoxysilan, 

• 4- (Hydroxybutyramido) propyltriethoxysilan, 

• 3-N, N-bis (2-hydroxyethyl) aminopropyl triethoxysilan, 
oder andere artverwandte Materialen, die imstande sind, mit 
ihrem einen Ende eine kovalente Bindung mit der Oberflache 
des Siliziumoxids einzugehen und mit ihrem anderen Ende dem 
zu immobilisierenden Sondenmolekul eine chemisch reaktive 
Gruppe wie einen Epoxy-, Acetoxy-, Amin- oder Hydroxylrest 
zur Reaktion anzubieten. 

Reagiert ein zu immobilisierendes Sondenmolekul mit einer 
solchen aktivierten Gruppe, so wird es iiber das gewahlte Ma- 
terial als eine Art kovalenter Linker auf der Oberflache der 
Beschichtung auf der Elektrode immobilisiert . 

Auf den immobilisierten Bereichen der Elektroden 101, 102 
sind DNA-Sondenmolekule 106, 107 aufgebracht. 

Auf der ersten Elektrode 101 sind erste DNA-Sondenmolekiile 
106 mit einer zu einer vorgegebenen ersten DNA-Sequenz kom- 
plementaren Sequenz aufgebracht. 



35 



Auf der zweiten Elektrode 102 sind zweite DNA-Sondenmolekiile 
107 mit einer Sequenz, die komplementar ist zu einer vorgege- 
benen zweiten DNA-Sequenz ist, aufgebracht. 
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An die Pyrimidinbasen Adenin (A), Guanin (G) , Thymin (T) , 
oder Cytosin (C) , konnen jeweils zu den Sequenzen der Sonden- 
molekule komplementare Sequenzen von DNA-Strangen in der iib- 
5 lichen Weise, d.h. Basenpaarung liber Wassers tof f bruckenbin- 
dungen zwischen A und T bzw. zwischen C und G, hybridisieren . 

Fig. la zeigt ferner ein Elektrolyt 108, das mit den Elektro- 
den 101, 102 und den DNA-Sondenmolekulen 106, 107 in Kontakt 
10 gebracht wird. 

Fig. lb zeigt die Elektrodenanordnung 100 fur den Fall, dass 
in dem Elektrolyt 108 DNA-Strange 109 mit der vorgegebenen 
ersten Sequenz enthalten sind, die komplementar ist zu der 
15 Sequenz der ersten DNA-Sondenirioleklile 106. 

In diesem Fall hybridisieren die zu den ersten DNA-Sondenmo- 
lekulen komplementaren DNA-Strange 109 mit den ersten DNA- 
Sondenmolekulen 106, die auf der ersten Elektrode 101 aufge- 
20 bracht sind. 

Da die Sequenzen von DNA-Strangen nur mit der jeweils spezi- 
fischen Komplementarsequenz hybridisieren, hybridisieren die 
zu den ersten DNA-Sondenmolekulen komplementaren DNA-Strange 
25 nicht mit den zweiten DNA-Sondenmolekulen 107. 

Wie aus Fig. lb ersichtlich ist, ist das Resultat nach erfoig- 
ter Hybridisierung, dass auf der ersten Elektrode 101 hybri- 
disierte Molekule aufgebracht sind, d.h. doppelstrangige DNA~ 
30 Molekule. Auf der ersten Elektrode sind nur die zweiten DNA- 
Sondenmolekule 107 als weiterhin einstrangige Molekule vor- 
handen . 

In einem weiteren Schritt wird mittels eines biochemischen 
35 Verfahrens beispielsweise mittels DNA-Nukleasen zu dem Elek- 
trolyt 108 ein Hydrolysieren der Einzelstrang-DNA-Sonden- 
molekule 107 der zweiten Elektrode 102 bewirkt. 
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Hierbei ist die Selektivi t a t des abbauenden Enzyms fur ein- 
zelstrangige DNA zu berucksichtigen . Besitzt das fur den Ab- 
bau nicht-hybridisierter DNA-Einzel strange ausgewahlte Enzym 
5 diese Selektivitat nicht, so wird mdglicherweise auch die zu 
erfassende, hybridisierte doppelstrangige DNA unerwunscht rait 
abgebaut, was zu einer Verfalschung des Messergebnisses fuh- 
ren wurde . 

10 Nach Entfernen der Einzelstrang-DNA-Sonderunolekule, d.h. der 
zweiten DNA-Sondenmolekule 107 auf der zweiten Elektrode 102 
sind lediglich die Doppels trang-Molektile der hybr idisierten 
DNA-Strange rait der zu der ersten Sequenz der ersten DNA- Son - 
denmolekule 106 komplementaren Sequenz vorhanden (vgl. 

15 Fig.lc) . 

Beispielsweise kann zum Entfernen der Einzelstrang-DNA- 
Sondenmolekule 107 auf der zweiten Elektrode einer der fol- 
genden Stoffe beigegeben werden: 
2 0 • Nuklease aus Mung-Bohnen, 

• Nuklease PI, oder 

• Nuklease SI. 

Die Verwendung von DNA-Polymerasen, die aufgrund ihrer 
25 5'-> 3' Exonukleaseaktivitat oder ihrer 3'-> 5 f Exonuklease- 
aktivitat imstande sind, einzelstrangige DNA abzubauen, kon- 
nen zu diesem Zweck ebenfalls verwendet werden. 

Wird dem Elektrolyt eine Probesubs tanz versetzt, die DNA- 
30 Strange mit enthalt, die zu der Sequenz der zweiten DNA- 

Sondenmolekule 107 auf der zweiten Elektrode 102 komplementar 
ist, so erfolgt eine Hybridisierung der versetzten DNA- 
Strange der zu den zweiten DNA-Sonderunolekulen 107 komplemen- 
taren Sequenz mit den zweiten DNA-Sondenmolekulen 107 und es 
35 verbleiben die ersten DNA-Sondenmolekule 106 als Einzel- 
strang-Sondenmolekule auf der ersten Elektrode. 
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Diese werden gemafl dem in Fig. lb dargestell ten Verfahren in 
analoger Weise von der ersten Elektrode 101 mittels der oben 
dargestellten biochemischen Verfahren entfernt. 

5 Mittels eines an die Elektrodenanschlusse 104, 105 ange- 

schlossenen Messgerats (nicht dargestellt) erfolgt gemafi die*- 
sera ersten Ausf uhrungsbeispiel eine Kapazitatsmessung zwi- 
schen den Elektroden 101, 102 in dem in Fig. la dargestellten 
Zustand, d.h. in nicht-hybridisiertem Zustand. 



Im Rahmen der ersten Kapazitatsmessung wird ein Referenz- 
Kapazitatswert ermittelt und in einem Speicher (nicht darge- 
stellt) gespei chert . 

15 Eine zweite Kapazitatsmessung erfolgt, nachdem die einstran- 
gigen DNA-Sondenmolektile 107 von der jeweiligen Elektrode 
entfernt worden sind. 

Dies erfolgt wiederum mittels des nicht dargestellten Messge- 
20 rats. Mittels der zweiten Kapazitatsmessung wird ein Kapazi- 
tatswert ermittelt, der mit dem Ref erenz-Kapazitatswert ver- 
glichen wird. 

1st der Dif f erenzwert zwischen diesen Kapazi tatswerten gro/ier 
25 als ein vorgegebener Schwellenwert , so bedeutet dies, dass in 
dem Elektrolyt 108 DNA-Strange enthalten waren, die entweder 
mit den ersten DNA-Sondenmoleklilen oder mit den zweiten DNA- 
Sondenmolekulen hybridisiert sind. 

30 In diesem Fall wird ein entsprechendes Ausgangssignal von dem 
Messgerat dem Benutzer des Messgerats ausgegeben. 

Es ist in diesem Zusammenhang anzumerken, dass je nach ver- 
wendetem Stoff zum Entfernen der Einzelstrang-DNA-Sondenmole- 
35 kule 107 auf der zweiten Elektrode der einzelstrangige Anteil 
der hybridisierten DNA-Strange 109 erhalten bleiben kann oder 
auch mit entfernt werden kann. 



10 
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Fig. 4 zeigt eine Sensoranordnung 400, bei der an Stelle der 
Kapazitatsmessung in einem zweiten Ausf tihrungsbeispiel eine 
Impedanzmessung durchgeflihrt wird. 

5 

Die in Fig. 4. dargestellte Sensoranordnung 400 ist in dem Zu- 
stand dargestellt , dass eine Hybridisierung der zu den ersten 
DNA-Sondenmolekiilen 106 komplementaren DNA-Strange mit den 
ersten DNA-Sondenmolektile 106 schon erfolgt ist und nachdem 
10 die zweiten DNA-Sondenmolekule 107, die nicht hybridisiert 
sind, von der zweiten Elektrode 102 entfernt worden sind. 

Fur jede Elektrode 101, 102 ist jeweiis eine Ref erenzelektro- 
de 401, 402 vorgesehen, die derart eingerichtet sind, dass 
15 die DNA-Sondenmolekule 106, 107 nicht an diesen Ref erenzelek- 
troden 401, 402 haften. 

Dies kann dadurch gewahrleistet werden, dass ein Material fur 
die Ref erenzelektroden 401, 402 gewahlt wird, das keine 
20 Schwef elbindung ermdglicht. 

Alternativ kann eine unerwunschte Haftung der DNA-Sondenmole- 
kiile auf der Ref erenzelektrode dadurch verhindert werden, 
dass das zur Immobilisierung der DNA-Sondenmolekule geeignete 
25 Beschichtungsmaterial (s. oben) im.Voraus nicht auf die Refe- 
renzelektrode aufgebracht wird. Somit entstehen keine che- 
misch reaktive Gruppen auf der Ref erenzelektrode, die sonst 
eine kovalente Bindung mit den DNA-Sondenmolekulen eingehen, 
und somit diese dort immobilisieren wurden. 

30 

Alternativ kann dies durch Anlegen eines ausreichend groiien 
negativen elektrischen Feldes gewahrleistet werden, wodurch 
sichergestellt wird, dass die negativ geladenen DNA-Sonden- 
molekule 106, 107 nicht an den Ref erenzelektroden 401, 402 
35 haften. 
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Jede Ref erenzelektrode 401, 402 ist mit einem elektrischen 
Ref erenzanschluss 403, 404 gekoppelt. 

Im Rahmen des zweiten Ausf uhrungsbeispiels erfolgt eine erste 
5 Impedanzmessung in dem unbelegten Zustand, d.h. beispielswei- 
se in einem Zustand ohne Sondenmolekule 106, 107 auf den 
Elektroden 101, 102 oder mit nicht hybridisierten DNA-Sonden- 
molekulen 106, 107. 

10 Nach erfolgtem Entfernen der einstrangigen DNA-Sondenmoleklile 
nach eventueller Hybridisierung der passenden DNA-Sondenmole- 
kule 106, 107 mit einem DNA-Strang der vorgegebenen, zu dem 
jeweiligen DNA-Sondenmoleklil 106, 107 komplementaren Sequenz 
wird eine zweite Impedanzmessung in bekannter Weise durchge- 

15 flihrt und aufgrund der sich moglicherweise veranderten Impe- 
danzwerte wird ermittelt, ob eine Hybridisierung von Sonden- 
molekulen 106, 107 und DNA-Strangen 109 mit jeweils komple- 
mentarer Sequenz stattgef unden hat oder nicht. 

20 Die Erfindung ist nicht auf eine Elektrodenanordnung mit ie- 
diglich zwei Elektroden eingeschrankt , insbesondere nicht auf 
die gemali dem Ausf uhrungsbeispiel erlauterte Plattenelektro- 
denanordnung. 

25 Es ist ohne Anderung des Verfahrens moglich, dieses im Rahmen 
einer Interdigitalelektrodenanordnung durchzuf uhren oder auch 
mit einer beliebigen Anzahl unterschiedlicher Elektroden, an 
denen unterschiedliche DNA-Sondenmolekiile mit unterschiedii- 
chen Sequenzen aufgebracht sind, wodurch es moglich ist, eine 

30 Vielzahl unterschiedlicher DNA-Strange mit unterschiedlichen 
Sequenzen arrayartig zu erfassen. 



35 



Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass die Erfindung nicht 
auf die Anwendung bei einer Planarelektrodenanordnung be- 
schrankt ist . 



WO 01/75151 PCT/DE01/01244 



17 

Vielmehr kann die Erfindung auch bei einer Elektrodenanord- 
nung eingesetzt werden, bei der die erste Elektrode und die 
zweite Elektrode derart relativ zueinander angeordnet sind, 
dass sich zwischen dem ersten Haltebereich und dem zweiten 
5 Haltebereich im wesentlichen ungekrummte Feldlinien eines 
zwischen der ersten Elektrode und der zweiten Elektrode er- 
zeugten elektrischen Feldes ausbilden konnen. 

Im weiteren werden einige solcher Elektrodenanordnungen und 
10 Verfahren zu deren Herstellung naher erlautert. 

Fig. 5 zeigt einen Biosensorchip 500 mit einer weiteren Elek- 
trodenkon figuration . 

15 Der Biosensorchip 500 weist eine erste Elektrode 501 und eine- 
zweite Elektrode 502 auf, die auf einer Isolatorschicht 503 
derart angeordnet sind, dass die erste Elektrode 501 und die 
zweite Elektrode 502 voneinander elektrisch isoliert sind. 

20 Die erste Elektrode 501 ist mit einem ersten elektrischen An- 
schluss 504 gekoppelt, und die zweite Elektrode 502 ist mit 
einem zweiten elektrischen Anschluss 505 gekoppelt. 

Die Elektroden 501, 502 weisen eine quaderf brmige Struktur 
25 auf, wobei sich eine erste Elektrodenf lache 506 der ersten 

Elektrode 501 und eine erste Elektrodenf lache 507 der zweiten 
Elektrode 502 im wesentlichen parallel zueinander ausgerich- 
tet gegenuberstehen. 

30 Dies wird dadurch erreicht, dass gemaft diesem Ausf uhrungsbei- 
spiel die Elektroden 501, 502 im wesentlichen bezuglich der 
Oberflache 508 der Isolatorschicht 503 senkrechte Seitenwande 
506, 507 aufweisen, welche die erste Elektrodenf lache 506 der 
ersten Elektrode 501 bzw. die erste Elektrodenf lache 507 der 

35 zweiten Elektrode 502 bilden. 
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Wird ein elektrisches Feld zwischen der ersten Elektrode 501 
und der zweiten Elektrode 502 angelegt, so wird durch die 
sich im wesentlichen parallel zueinander ausger ichteten Elek- 
trodenf lachen 506, 507 ein Feldlinienverlauf mit Feldlinien 
5 509 erzeugt, die zwischen den Oberflachen 506, 507 im wesent- 
lichen ungekrummt sind. 

Gekrummte Feldlinien 510 ergeben sich lediglich zwischen ei- 
ner zweiten Elektrodenf lache 511 der ersten Elektrode 501 und 
10 einer zweiten Elektrodenf lache 512 der zweiten Elektrode 502, 
die jeweils fur die Elektroden 501, 502 die oberen Oberfla- 
chen bilden, sowie in einem Randbereich 513 zwischen den 
Elektroden 501, 502. 

15 Die ersten Elektrodenf lachen 506, 507 der Elektroden 501, 502 
sind als Haltebereiche zum Halten von Sondenmolekulen, die 
makromolekulare Biopolymere, die mittels des Biosensors 500 
zu erfassen sind, binden konnen. 

20 Die Elektroden 501, 502 sind gemafi diesem Ausf uhrungsbeispiel 
aus Gold hergestellt. 

Es werden kovalente Verbindungen zwischen den Elektroden und 
den Sondenmolekulen hergestellt, wobei der Schwefel zum Bil- 
25 den einer Gold-Schwef el-Kopplung in Form eines Sulfids Oder 
eines Thiols vorhanden ist. 

Fur den Fall, dass als Sondemolekiile DNA-Sondenmolekiile ver- 
wendet werden, sind solche Schwef elf unktionalitaten Teil ei- 
30 nes modif izierten Nukleotids, das mittels der Phosphoramidit- 
chemie wahrend eines automatisierten DNA-Synthesever f ahrens 
am 3 1 -Ende oder am 5 1 -Ende des zu immobilisierenden t)NA- 
Strangs eingebaut wird. Das DNA-Sondenmolekiil wird somit an 
seinem 3 1 -Ende oder an seinem 5 1 —Ende immobilisiert . 

35 

Fur den Fall, dass als Sondenmolekule Liganden verwendet wer- 
den, werden die Schwef elf unktionalitaten durch ein Ende eines 
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Alkyllinkers oder eines Alkylenlinkers gebildet, dessen ar.de- 
res Ende eine fur die kovalente Verbindung des Liganden ge- 
eignete chemische Funktionalitat aufweist, beispielsweise ei- 
nen Hydroxylrest , einen Acetoxyrest oder einen Succinimidyie- 
5 sterrest. 

Die Elektroden, d.h. insbesondere die Haltebereiche werden 
beim Messeinsatz mit einem Elektrolyt 514, allgemein mit ei- 
ner zu untersuchenden Losung, bedeckt. 

Befinden sich in der zu untersuchenden Losung 514 die zu er- 
fassenden makromolekularen Biopolymere, beispielsweise zu er- 
fassende DNA-Strange mit einer vorgegebenen Sequenz, die mit 
cien immobilisierten DNA-Sondenmolekiilen auf den Elektroden 
IE hybridisieren kbnnen, so hybridisieren die DNA-Strange mit 
den DNA-Sondenmolekulen . 

S:r.d in der zu untersuchenden Losung 514 keine DNA-Strange 
r.;t der zu der Sequenz der DNA-Sondenmolekulen komplementaren 
ZC Sequenz enthalten, so konnen keine DNA-Strangen aus der zu 

untersuchenden Losung 514 mit den DNA-Sondenmolekiilen auf den 
Elektroden 501, 502 hybridisieren. 

Fig. 6 zeigt einen Biosensor 600 mit einer weiteren Elektro- 
2 5 cer.konf iguration gemaft einem weiteren Ausf uhrungsbeispiel der 
Erfindung. 

Bei dem Biosensor 600 sind in gleicher Weise wie bei dem Bio- 
sensor 500 geraaB dem in Fig. 5 gezeigten Ausf uhrungsbeispiel 
30 zwei Elektroden 501, 502 vorgesehen, die auf der Isolator- 
schicht 503 aufgebracht sind. 

In Unterschied zu dem Biosensor 500 mit lediglich zwei qua- 
derformigen Elektroden sind die zwei Elektroden gemaft dem in 
35 Fig. 6 darges tell ten Biosensor 600 als eine Vielzahl von je- 
weils abwechselnd angeordneten, parallel geschalteten Elek- 
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troden in Form der bekannten Interdigi talelektrodenanordnung 
angeordnet . 

Fig. 6 zeigt zur weiteren Veranschaulichung ferner ein schema- 
tisches elektrisches Ersatzschal tbild, das in die Darstellung 
des Biosensors 600 eingezeichnet ist. 

Da sich zwischen den ira wesentlichen sich parallel gegenuber- 
stehenden Elektrodenf lachen 506, 507 der Elektroden 501, 502, 
wie in Fig. 7 dargestellt wurde, im wesentlichen ungekrummte 
Feldlinien beziiglich der Oberflache 508 der Isolatorschicht 
503 ergeben, uberwiegt der Anteil der durch die ungekrummten 
Feldlinien erzeugten ersten Kapazitat 602 und des ersten 
Leitwerts 603 verglichen mit der zweiten Kapazitat 604 und 
des zweiten Leitwerts 605, die durch die gekriimmten Feldlini- 
en 510 erzeugt werden. 

Dieser erheblich groJierer Anteil der ersten Kapazitat 602 und 
des ersten Leitwerts 603 an dem Gesamtleitwert, der sich aus 
der Summe der ersten Kapazitat 602 und der zweiten Kapazitat 

604 sowie des ersten Leitwerts 603 und des zweiten Leitwerts 

605 ergeben, fuhrt dazu, dass die Sensitivitat des Biosensors 
600 bei Anderung des Zustandes des Biosensors 600, d.h. bei 
Kybridisierung von DNA-Strangen in der zu untersuchenden Lo- 
sung 514 mit auf den Haltebereichen auf den Elektrodenf lachen 
506, 507 immobilisierten DNA-Sondenmolekulen 601 erheblich 
erhoht wird. 



Somit ist anschaulich bei gleichen lateralen Abmessungen der 
Elektroden 501, 502 und bei gleichen Abmessungen des zuvor 
eingefiihrten aktiven Bereichs, d.h. bei gleicher Flache der 
Haltebereiche auf den Elektrodenf lachen ein wesentlich groJie- 
rer Anteil von Feldlinien eines angelegten elektrischen Fel- 
des zwischen den Elektroden 501, 502 in dem Volumen enthal- 
ten, in dem die Hybridisierung stattf indet, wenn die zu er- 
fassenden DNA-Strange in der zu untersuchenden Ldsung 514 
enthalten sind als bei einer Planarelektrodenanordnung . 
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In anderen Worten bedeutet dies, dass die Kapazitat der er- 
f indungsgemaiien Anordnung pro Chipflache deutlich grower ist 
als die Kapazitat pro Chipflache bei einer Planarelektroden- 
5 anordnung. 

Im weiteren werden einige Al ternativenmoglichkeiten zur Her- 
stellung einer quaderf ormigen Sensorelektrode mit im wesent- 
lichen senkrechten Seitenwanden erlautert. 

10 

Erstes Verfahren zum Herstellen von Metallelektroden mit im 
wesentlichen senkrechten Seitenwanden, die Sondenmolekiile im- 
mobilisieren kbnnen 

15 Fig. 7a zeigt ein Siliziumsubstrat 700, wie es fur bekannte 
CMOS-Prozesse hergestellt wird. 

Auf dem Siliziumsubstrat 700, in dem sich bereits integrierte 
Schaltungen und/oder elektrische Anschlusse fur die zu bil- 
20 denden Elektroden befinden, wird eine Isolatorschicht 701, 
die auch als Passivierungsschicht dient, in ausreichender 
Dicke, gemaft dem Ausf iihrungsbeispiel in einer Dicke von 
500 rati, mitteis eines CVD-Verf ahrens auf gebracht . 

25 Die Isolatorschicht 701 kann aus Siliziumoxid Si0 2 oder Sili- 
ziumnitrid Si 3 N 4 hergestellt sein. 

Die Interdigitalanordnung des Biosensors 600 gemaft dem oben 
dargestellten Ausf iihrungsbeispiel wird mitteis Photoli thogra- 
30 phie auf der Isolatorschicht 701 definiert. 

AnschliefJend werden mitteis. eines Trockenatzverf ahrens, z.B. 
dem Reactive Ion Etching (RIE) , in der Isolatorschicht 701 
Stufen 702 erzeugt, d.h. geatzt, gemafj dem Ausf uhrungsbei- 
35 spiel in einer Mindesthohe 703 von ungefahr 100 nm. 
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Die Hohe 703 der Stufen 702 muss ausreichend groft sein fur 
einen anschlieflenden selbst justierenden Prozess zum Bilden 
der Metallelektrode . 

5 Es ist darauf hinzuweisen, dass zum Auftragen der Isolator- 
schicht 701 alternativ auch ein Auf dampf verf ahren oder ein 
Sputterverf ahren eingesetzt werden kann. 

Bei der Strukturierung der Stufen 702 ist zu beachten, dass 

10 die Flanken der Stufen 702 ausreichend steil sind, so dass 
sie hinreichend scharfe Kanten 705 bilden. Ein Winkel 706 der 
Stuf enf lanken gemessen zur Oberflache der Isolatorschicht 701 
sollte gemafl dem Ausf uhrungsbeispiel mindestens 500 betragen. 

11 In einem weiteren Schritt wird eine Hilfsschicht 704 

(vgl. Fig. 7b) der Dicke von ungefahr 10 nm aus Titan auf die 
stuf enformige Isolatorschicht 701 aufgebracht. 

Die Hilfsschicht 704 kann Wolfram, und/oder Nickel-Chrom, 
20 und/oder Molybdan aufweisen. 

£s ist zu gewahrleisten, dass die in einem weiteren Schritt 
aufgetragene Metallschicht, gemaJJ dem Ausfiihrungsbeispiel ei- 
ne Metallschicht 707 aus Gold, an den Kanten 705 der Stufen 
25 7C2 derart poros aufwachst, dass es mogiich ist, in einem 
weiteren Verf ahrensschritt an den Stuf enlibergangen jeweils 
eine Spalte 708 in die ganzflachig aufgetragene Goldschicht 
707 zu atzen. 

30 In einem weiteren Verf ahrensschritt wird die Goldschicht 707 
fur den Biosensor 600 aufgebracht. 

Gemafi dem Ausf uhrungsbeispiel weist die Goldschicht 707 eine 
Dicke von ungefahr 500 nm bis ungefahr 2000 nm auf. 

35 

Es ist hinsichtlich der Dicke der Goldschicht 707 lediglich 
zu gewahrleisten, dass die Dicke der Goldschicht 707 ausrei- 
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chencl ist, so dass die Goldschicht 707 poros koluiruiar auf- 
wachst . 

In einem weiteren Schritt werden Offnungen 708 in die Gold- 
5 schicht 707 geatzt, so dass sich Spalten ausbilden (vgl. 
Fig . 7c) . 

Zum Nassatzen der Offnungen wird eine Atzlosung aus 7,5 g Su- 
per Strip 100™ (Markenname der Firma Lea Ronal GmbH, 
10 Deutschland) und 20 g KCN in 1000 ml Wasser H 2 0 verwendet. 

Durch das koluitmare Wachstum des Goldes, allgemein des Me- 
tails, wahrend des Aufdampfens auf die Haftschicht 704 wird 
ein anisotroper Atzangriff erzielt, so dass der Oberflachen- 
15 abtrag des Goldes ungefahr im Verhaltnis 1:3 erfolgt. 

Durch das Atzen der Goldschicht 707 werden die Spalten 708 
abhangig von der Zeitdauer des Atzvorgangs gebildet. 

20 Dies bedeutet, dass die Zeitdauer des Atzprozesses die Basis- 
breite, d.h. den Abstand 709 zwischen den sich ausbildenden 
Goldelektroden 710, 711 bestimmt. 

Nachdem die Metallelektroden eine ausreichende Breite aufwei- 
25 sen und der Abstand 709 zwischen den sich bildenden Goldelek- 
troden 710, 711 erreicht sind, wird das Nassatzen beendet 
(vgl. Fig.7d) . 

Es ist anzumerken, dass aufgrund des porosen Aufdampfens das 
30 Atzen in zu der Oberflache der Isolatorschicht 701 parallelen 
Richtung wesentlich schneller erfolgt als in zu der Oberfla- 
che der Isolatorschicht 701 senkrechten Richtung. 

Es ist darauf hinzuweisen, dass alternativ zu einer Gold- 
35 schicht auch andere Edelmetalle, wie beispielsweise Platin, 
Titan oder Silber verwendet werden konnen, da diese Materia- 
lien ebenfalls Haltebereiche aufweisen konnen bzw. mit einem 
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geeigneten Material beschichtet werden konnen zum Halten von 
immobilisierten DNA-Sondenmolekulen oder allgemein zum Halten 
von Sondenmolekulen, und ein kolumnares Wachstum beim Auf- 
dampfen aufweisen. 

Fur den Fall, dass die Haftschicht 704 in den geoffneten 
Spalten 712 zwischen den Metallelektroden 710, 711 entfernt 
werden soil, erfolgt dies ebenfalls selbst j ustierend, indem 
man die Goldelektroden 710, 711 als Atzmaske verwendet. 

Gegeniiber den bekannten Interdigitalelektroden weist die 
Struktur gemaii diesem Ausf iihrungsbeispiel insbesondere den 
Vorteil auf, dass durch das selbst justierende Offnen der 
Goldschicht 707 liber den Kanten 705 der Abstand zwischen den 
Elektroden 710, 711 nicht an eine minimale Auflosung des Her- 
stellungsprozesses gebunden ist, d.h. der Abstand 709 zwi- 
schen den Elektroden 710, 711 kann sehr schmal gehalten wer- 
den . 

Somit ergibt sich gemafi diesem Verfahren der Biosensor 600 
gemafi dem in Fig. 6 dargestellten Ausf iihrungsbeispiel mit den 
entsprechenden Metallelektroden. 

Zweites Verfahren zur Herstellung von Metallelektroden mit im 
wesentlichen senkrechten Seitenwanden, die Sondenmolekule im- 
mobilisieren konnen 

Bei dem in den Fig. 8a bis Fig. 8c dargestellten Herstellungs- 
verfahren wird von einem Substrat 801 ausgegangen, beispiels- 
weise von einem Silizium-Substrat-Waf er (vgl. Fig. 8a), auf 
dem bereits eine Metallisierung 802 als elektrischer An- 
schluss vorgesehen ist, wobei auf dem Substrat 801 schon eine 
Atzstoppschicht 803 aus Siliziumnitrid SisN* aufgebracht ist. 
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Auf dem Substrat wird eine Metallschicht 804, gema/i dem Aus- 
f uhrungsbeispiel eine Goldschicht 804 aufgebracht mittels ei- 
nes Auf dampf verf ahrens . 

5 Alternativ kann ein Sputterverf ahren oder ein CVD-Verf ahren 
zum Aufbringen der Goldschicht 804 auf die At zstoppschicht 
803 eingesetzt werden. 

Ailgemein weist die Metallschicht 804 das Metall auf, aus dem 
10 die zu bildende Elektrode gebildet werden soil. 

Auf der Goldschicht 804 wird eine elektrisch isolierende 
Hilfsschicht 805 aus Siliziumoxid Si0 2 mittels eines CVD- 
Verfahrens (alternativ mittels eines Auf dampf verf ahrens oder 
15 eines Sputterverf ahrens ) aufgebracht. 

Durch Einsatz der Photolithographie-Technologie wird eine 
Lackstruktur aus einer Lackschicht 806 gebildet, beispiels- 
weise eine quader f ormige Struktur, welche Lackstruktur der 
20 Form der zu bildenden Elektrode entspricht. 

Soli ein im weiteren beschriebenes Biosensor-Array mit einer 
Vielzahl von Elektroden erzeugt werden, wird mittels der Pho- 
tolithographic eine Lackstruktur erzeugt, die in ihrer Form 
25 der zu bildenden Elektroden entsprechen, die das Biosensor- 
Array bilden. 

In anderen Worten ausgedruckt bedeutet dies, dass die latera- 
len Abmessungen der gebildeten Lackstruktur den Abmessungen 
30 der zu erzeugenden Sensorelektrode entsprechen. 

Die Dicke der Lackstruktur, d.h. die Dicke der Lackschicht 
806 entspricht im wesentlichen der Hdhe der zu erzeugenden 
Elektroden. 

35 

Nach Aufbringen der Lackschicht 806 und der entsprechenden 
Belichtung, die die entsprechenden Lackst rukturen vorgibt, 
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wird die Lackschicht in den nicht "entwickelten" , d.h. nicht 
belichteten Bereichen beispieisweise mittels Veraschen oder 
nasschemisch entfernt. 



Auch wird die Hilfsschicht 805 in den nicht durch die Photo- 
lackschicht 806 geschutzten Bereichen mittels eines Nassatz- 
verfahrens entfernt. 



In einem weiteren Schritt wird nach Entfernen der Lackschicht 
806 iiber der ubrig gebliebenen Hilfsschicht 805 eine weitere 
Metallschicht 807 als Elektrodenschicht derart konform aufge- 
braucht, dass die Seitenf lachen 808, 809 der restlichen 
Hilfsschicht 805 mit dem Elektrodenmaterial , gemaii dem Aus- 
fiihrungsbeispiel mit Gold, bedeckt sind (vgl . Fig. 8b). 

Das Aufbringen kann mittels eines CVD-Verfahrens oder eines 
Sputterverfahrens oder mit einem Ion-Metal-Plasma-Verf ahren 
erfolgen. 

In einem letzten Schritt (vgl. Fig. 8c) wird eine Spacer- 
Atzung durchgef uhrt , bei der durch gezieltes tiberatzen der 
Metallschichten 804, 807 die gewunschte Struktur der Elektro- 
de 810 gebildet wird. 

Die Elektrode 810 weist somit die nicht in dem Atzschritt des 
Atzens der Metallschichten 804, 807 weggeatzten Spacer 811, 
812 auf sowie den unmittelbar unter der restlichen Hilfs- 
schicht 805 angeordneten Teil der ersten Metallschicht 804, 
der mittels des Atzverf ahrens nicht weggeatzt worden ist. 

Die Elektrode 810 ist mit dem elektrischen Anschluss, d.h. 
der Metallisierung 802 elektrisch gekoppelt. 

Die Hilfsschicht 805 aus Siliziumoxid kann bei Bedarf durch 
eine weitere Atzung, beispieisweise im Plasma oder nassche- 
misch, mittels eines Verfahrens entfernt werden, bei dem Se- 
lektivitat zur Atzstoppschicht 803 gegeben ist. 



• 
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Diese ist beispielsweise gewahrleistet , wenn die Hilfsschicht 
805 aus Siliziumoxid besteht und die At zs toppschicht 803 Si- 
liziumnitrid aufweist . 

5 

Die Steilheit der Wande der Elektrode in dem Biosensorchip 
500, 600, reprasentiert durch den Winkel 813 zwischen den 
Spacer 811, 812 und der Oberflache 814 der Atzstoppschicht 
803, wird somit durch die Steilheit Flanken der restlichen 
10 Hilfsschicht 805, d.h. insbesondere der Steilheit der Lack- 

flanken 815, 816 der strukturierten Lackschicht 806 bestimmt. 

Drittes Verfahren zur Herstellung von Metallelektroden mit im 
15 wesentlichen senkrechten Sei tenwanden , die Sondenmolekule im- 
mobilisieren konnen 

In den Fig. 9a bis Fig. 9c ist eine weitere Moglichkeit zum 
Herstellen einer Elektrode mit im wesentlichen senkrechten 
20 Wanden dargestellt. 

Wiederum wird wie bei dem zweiten Beispiel zum Herstellen ei- 
ner Elektrode dargestellt, von einem Substrat 901 ausgegan- 
gen, auf dem bereits eine Metallisierung 902 fur den elektri- 
25 schen Anschluss der zu bildenden Elektrode des Biosensors 
vorgesehen ist . 

Auf dem Substrat 901 aus Silizium wird eine Metallschicht 903 
als Elektrodenschicht aufgedampft, wobei die Metallschicht 
30 903 das fur die Elektrode zu verwendende Material aufweist, 
gemafl diesem Ausftihrungsbeispiel Gold. 

Alternativ zu dem Aufdampfen der Metallschicht 903 kann die 
Metallschicht 903 auch mittels eines Sputterverf ahrens oder 
35 mittels eines CVD-Verf ahrens auf dem Substrat 901 aufgebracht 
werden . 
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Auf cier Metallschicht 903 wird eine Photolackschicht 904 auf- 
gebracht und mittels Photolithographie-Technologie derart 
strukturiert, dass eine Lackstruktur entsteht, die nach Ent- 
wickeln und Entfernen der entwickelten Bereiche den lateralen 
Abmessungen der zu bildenden Elektrode bzw. allgemein des zu 
bildenden Biosensor-Arrays entspricht. 

Die Dicke der Photolackschicht 904 entspricht iiu wesentlichen 
der Hohe der zu erzeugenden Elektroden. 

Bei einer Strukturierung in einem Plasma mit Prozessgasen, 
die zu keiner Reaktion des Elektrodenmaterials ftihren konnen, 
insbesondere in einem Inertgas-Plasma, beispielsweise mit Ar- 
gon als Prozessgas, erfolgt der Abtrag des Materials gemaft 
diesem Ausf uhrungsbeispiel mittels physikalischem Sputter- 
Abtrag, 

Dabei wird das Elektrodenmaterial aus der Metallschicht 903 
in einem Redepositionsprozess an die im wesentlichen senk- 
rechten Seitenwande 905, 906 der strukturierten, nach Vera- 
schen der entwickelten Lackstruktur nicht entfernten Lackele- 
mente gesputtert, wo es keinem weiteren Sputterangrif f mehr 
ausgesetzt ist. 

Eine Redeposition von Elektrodenmaterial auf die Lackstruktur 
schutzt die Lackstruktur vor weiterem Abtrag. 

Aufgrund des Sputterns bilden sich an den Seitenwanden 905, 
906 der Lackstruktur Seitenschichten 907, 908 aus dem Elek- 
trodenmaterial, gemaB dem Ausf lihrungsbeispiel aus Gold. 

Die Seitenschichten 907, 908 sind elektrisch mit einem nicht 
entfernten Teil 909 der Metallschicht 903, der sich unmittel- 
bar unterhalb der restlichen Lackstruktur 906 befindet, ge- 
koppelt sowie ferner mit der Metallisierung 903 (vgl. 
Fig. 9b) . 
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In einem letzten Schritt (vgl- Fig. 9c) wird die Lackstruktur 
906, d.h. der Photolack, der sich in dem durch die Seiten- 
schichten 907, 908 sowie die tibrig gebliebene Met allschicht 
909 gebildeten Volumen bef indet, mittels Veraschen oder nas- 
5 schemisch entfernt. 

Ergebnis ist die in Fig. 9c dargestellte Elektrodenstruktur 
910, die gebildet wird mit den Seitenwanden 907, 908 sowie 
dem nicht entfernten Teil 909, der den Boden der Elektroden- 
10 struktur bildet und mit der Metallisierung 903 elektrisch ge- 
koppelt ist. 

Wie auch im vorangegangenen dargestellten Herstellungsverf ah- 
ren wird die Steilheit der Seitenwande 907, 908 der gebilde- 
15 ten Elektrode bei diesem Verfahren durch die Steilheit der 
Lackflanken 905, 906 bestimmt. 

In den Fig. 10a bis Fig. 10c ist ein weiteres Ausfuhrungsbei- 
spiel der Erfindung mit zylinder f ormigen, auf dem Substrat 
20 senkrecht hervortret enden Elektroden dargestellt. 

Zur Herstellung des Biosensors 1000 mit zylinderf ormigen 
Elektroden, die im wesentlichen senkrecht auf einem Substrat 
1001 aus Siliziumoxid angeordnet sind, wird eine Metall- 
25 schicht 1002 als Elektrodenschicht aus dem gewunschten Elek- 
trodenmaterial, gema/3 dem Ausf iihrungsbeispiel aus Gold, mit- 
tels aufgebracht eines Auf dampf-Ver f ahrens . 

Auf der Metallschicht 1002 wird eine Photolackschicht aufge- 
30 bracht und die Photolackschicht wird mittels einer Maske be- 
lichtet derart, dass sich nach Entfernen der nicht belichte- 
ten Bereiche die in Fig. 10a dargestellte zylinder formige 
Struktur 1003 auf der Metallschicht 1002 ergibt. 



35 



Die zylinderf ormige Struktur 1003 weist einen Photoresist- 
Torus 1004 sowie ein zylinder formiger Photoresist-Ring 1005 
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auf, die konzentrisch um den Photoresist-Torus 1004 angeord- 
net ist. 

Zwischen dem Photoresist-Torus 1004 und dem Photoresist-Ring 
1005 wird der Photolack entfernt, beispielsweise mittels Ve- 
raschens Oder nasschemisch . 



Durch Einsatz eines Sputterverf ahrens wird, wie "im Zusammen- 
hang mit dem oben beschriebenen Verfahren zur Herstellung ei 
ner Elektrode, mittels eines Redeposi tionsprozess, eine Me- 
tallschicht 1006 um den Photolack-Torus 1004 aufgetragen. 

In gleicher Weise bildet sich eine innere Metallschicht 1007 
um den Photoresist-Ring 1005 (vgl. Fig. 10b). 

In einem weiteren Schritt wird das s trukturierte Photolack- 
Material mittels Veraschen oder nasschemisch entfernt, so 
dass zwei zylinderf ormige Elektroden 1008, 1009 gebildet wer- 
den. 



Das Substrat 1001 wird in einem letzten Schritt so weit ent- 
fernt, beispielsweise mittels eines zu dem Elektrodenmaterial 
selektiven Plasma-Atzprozesses, dass die Metallisierungen in 
dem Substrat freigelegt sind und mit den zylinderfdrmigen 
Elektroden elektrisch koppeln. 

Die innere zylinderf ormige Elektrode 1008 ist somit mit einem 
ersten elektrischen Anschluss 1010 elektrisch gekoppelt und 
die auiiere zylinderf ormige Elektrode 1009 ist elektrisch ge- 
koppelt mit einem zweiten elektrischen Anschluss 1011. 

Die restliche Metallschicht 1002, die durch das Sputtern zwi- 
schen den zylinderfdrmigen Elektroden 1008, 1009 noch nicht 
entfernt wurde, wird in einem letzten Schritt mittels eines 
Sputter-Atzprozesses entfernt. Ebenso wird die Metallschicht 
1002 auf diese Weise entfernt. 
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Es ist in diesem Zusammenhang anzuinerken, dass auch gemaft 
diesem Ausf iihrungsbeispiel die Metallisierungen fur die elek- 
trischen Anschliisse 1010, 1011 in dem Substrat 1001 zu Beginn 
des Verfahrens schon vorgesehen sind. 

Fig. 11 zeigt eine Draufsicht eines Biosensor-Arrays 1100, in 
dem zylinderformige Elektroden 1101, 1102 enthalten sind. 

Jede erste Elektrode 1101 weist ein positives elektrisches 
Potential auf. 

Jede zweite Elektrode 1102 des Biosensor-Arrays 1100 weist 
ein beziiglich der jeweiligen benachbarten ersten Elektrode 
1 1 C 1 negatives elektrisches Potential auf. 

Lie Elektroden 1101, 1102 sind in Zeilen 1103 und Spalten 
1 i 04 angeordnet . 

In ^eder Zeile 1103 und in jeder Spalte 1104 sind jeweils die 
ersten Elektroden 1101 und die zweiten Elektroden 1102 alter- 
r.ierend angeordnet, d.h. jeweils urrmittelbar neben einer er- 
sten Elektrode 1101 ist in einer Zeile 1103 oder einer Spalte 
11C4 eine zweite Elektrode 1102 angeordnet und neben einer 
zweiten Elektrode 1102 ist jeweils in einer Zeile 1103 oder 
emer Spalte 1104 eine erste Elektrode 1101 angeordnet. 

Auf diese Weise ist sicherges tellt , dass zwischen den einzel- 
nen Elektroden ein elektrisches Feld erzeugt werden kann mit 
in Richtung der Hohe der Zylinderelektroden 1101, 1102 im we- 
30 sentlichen ungekrummten Feldlinien. 

Auf den Elektroden ist jeweils, wie oben dargestellt, eine 
grclie Anzahl DNA-Sondenmolekule immobilisiert . 

35 Wird nun ein eine zu untersuchende Losung (nicht dargestellt) 
auf das Biosensor-Array 1100 aufgebracht, so hybridisieren 
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die DNA- Strange mit den auf den Elektroden immobilisierten, 
dazu komplementaren DNA-Sondenmolekiilen . 

Auf diese Weise kann mittels des oben beschriebenen Redox- 
Recycling-Vorgangs wiederum die Existenz oder Nicht-Existenz 
von DNA-Strangen einer vorgegebenen Sequenz in einer zu un- 
tersuchenden Losung mittels des Biosensor-Arrays 1100 erfasst 
werden . 



Fig. 12 zeigt ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel eines Biosen- 
sor-Arrays 1200 mit einer Vielzahl quaderf ormiger Elektroden 
1201, 1202. 



Die Anordnung der quaderf ormigen Elektroden 1201, 1202 ist 
entsprechend der Anordnung der zylinderf ormigen Elektroden 
1201, 1202, wie sie in Fig. 12 dargestellt worden ist und oben 
erlautert wurde . 



Fig. 13 zeigt eine Elektrodenanordnung eines Biosensorchips 
1300 gemaii einem weiteren Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung. 

Auf der Isolatorschicht 503 ist die erste Elektrode 501 auf- 
gebracht und mit dem ersten elektrischen Anschluss 504 elek- 
trisch gekoppelt. 

Die zweite Elektrode 502 ist ebenfalls auf der Isolator- 
schicht 503 aufgebracht und mit dem zweiten elektrischen An- 
schluss 505 elektrisch gekoppelt. 

Wie in Fig. 13 gezeigt ist, weist die zweite Elektrode 502 ge- 
mafl diesem Ausf uhrungsbeispiel gegeniiber der vorangegangenen 
beschriebenen zweite Elektrode eine unterschiedliche Form 
auf . 



Die erste Elektrode ist, wie aus Fig. 13 ersichtlich, eine 
Planarelektrode und die zweite Elektrode ist T-fdrmig ausge- 



staltet . 
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Jede T-formige zweite Elektrode weist einen ersten Schenkel 
1301 auf, der im wesentlichen senkrecht zu der Oberflache 
1307 der Isolatorschicht 703 angeordnet. 

5 

Weiterhin weist die zweite Elektrode 502 senkrecht zu dem er- 
sten Schenkel 1301 angeordnete zweite Schenkel 1302 auf, die 
zumindest teilweise liber der Oberflache 1303 der jeweiligen 
ersten Elektrode 501 angeordnet sind. 

10 

Wie Fig. 13 zu entnehmen 1st, sind mehrere erste Elektroden 
501 und mehrere zweite Elektroden 502 paralleigeschaltet , so 
dass sich aufgrund der T-formigen Struktur der zweiten Elek- 
trode 502 ein Hohlraum 1304 ausbildet, der gebildet wird 
15 durch zwei neben einander angeordnete zweite Elektroden 502, 
eine erste Elektrode 501 sowie die Isolatorschicht 503. 

Die einzelnen ersten und zweiten Elektroden 501, 502 sind 
mittels der Isolatorschicht 503 voneinander elektrisch iso- 
20 liert. 

Zwischen den einzelnen zweiten Schenkeln 1302 der zweiten 
Elektrode 502 ist fur jeden Hohlraum 1304 eine Offnung 1305 
vorgesehen, die ausreichend grofl ist, so dass bei Aufbringen 
25 eines Elektrolyts 1306 auf den Biosensor 1300 das Elektrolyt 
und eventuell in der zu untersuchenden Losung 1306, bei- 
spielsweise einem Elektrolyt, enthaltene DNA-Strange durch 
die Offnung 1305 in den Hohlraum 1304 gelangen konnen. 

30 Auf Haltebereichen an den ersten und zweiten Elektroden sind 
DNA-Sondenmolekule 1309 immobilisiert , die mit den entspre- 
chenden zu erfassenden DNA-Strangen vorgegebener Sequenz hy- 
bridisieren konnen. 

35 Wie Fig. 13 zu entnehmen ist, bilden sich aufgrund der einan- 
der gegenuberliegenden, im wesentlichen parallel zueinander 
ausgerichteten Oberflachen der zweiten Elektrode 1308 bzw. 
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der ersten Elektrode 1303, an denen die Hal tebereiche zum 
Halten der DNA-Sondenmolekule 1309 vorgesehen sind, bei Anle- 
gen eines elektrischen Feldes zwischen der ersten Elektrode 
501 und der zweiten Elektrode 502 im wesentlichen ungekrummte 
Feldlinien aus . 

Fig. 14 zeigt einen Biosensor 1400 gemafi einem weiteren Aus- 
f uhrungsbeispiel der Erfindung. 

Der Biosensor 1400 gemaft einem weiteren Ausf uhrungsbeispiel 
entspricht im wesentlichen dem oben erlauterten und in Fig. 13 
gezeigten Biosensor 1300 mit dem Unterschied, dass an Seiten- 
wanden des ersten Schenkels 1301 der zweiten Elektrode 502 
keine Haltebereiche mit immobilisierten DNA-Sondenmolekulen 
1309 vorgesehen sind, sondern dass die Oberflache 1401 der 
ersten Schenkel 1301 der zweiten Elektrode 502 mit Isolator- 
material der Isolatorschicht 503 oder einer weiteren isolie- 
renden Schicht bedeckt sind. 

Gen&fi dem in Fig. 14 gezeigten Ausf uhrungsbeispiel sind Halte- 
bereiche auf der ersten und auf der zweiten Elektrode 501, 
502 demnach lediglich an unmittelbar sich gegenuberliegenden 
Cberfiachen der Elektroden, d.h. an der Oberflache 1402 des 
zweiten Schenkels der zweiten Elektrode 502, und an der Ober- 
flache 1403 der ersten Elektrode 501. 

In den Fig. 15a bis Fig.lSg sind einzelne Verf ahrensschritte 
zum Kerstellen der ersten Elektrode 501 und der zweiten Elek- 
trode 502 in den Biosensoren 1300, 1400 dargestellt. 

In die Isolatorschicht 503 als Substrat, gemafi dem Ausfuh- 
rungsbeispiel aus Siliziumoxid wird unter Verwendung einer 
Maskenschicht, beispielsweise aus Photolack, eine Struktur in 
die Isolatorschicht 503 geatzt, deren Form der zu bildenden 
ersten Elektrode 501 entspricht. 
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Nach Entfernen der Maskenschicht ciurch Veraschen oder durch 
ein nasschemisches Verfahren wird ganzflachig eine Schicht 
aus dem gewunschten Elektrodenmaterial auf der Isolator- 
schicht 503 aufgebracht derart, dass die zuvor geatzte Srruk- 
5 tur 1501 (vgl. Fig. 15a) zumindest vollstandig geftillt ist, 
wobei die Struktur 1501 auch uberfullt sein kann (vgl. 
Fig. 15b) . 

In einem weiteren Schritt wird mittels eines chemisch-mecha- 
10 nischen Polierverf ahrens (vgl. Fig. 15c) das aufierhalb der 

vorgef ertigten Struktur 1501. sich befindende Elektrodenmate- 
rial 1502, vorzugsweise Gold, entfernt. 

Nach Beendigung des chemi s ch-me chani s chen Polierverf ahrens 
15 ist somit die erste Elektrode 501 bundig in die Isolator- 
schicht 503 eingebettet. 

Elektrodenmaterial 1502 aufierhalb, d.h. zwischen den weiteren 
zweiten Elektroden 502 bzw. zwischen den ersten Elektroden 
20 501 ist restfrei entfernt. 

Auf die erste Elektrode 501 kann ferner eine Deckschicht 1503 
beispielsweise aus Siliziumnitrid aufgebracht werden mittels 
eines geeigneten Beschichtungsverf ahrens wie beispielsweise 
25 einem CVD-Verf ahren, einem Sputterverf ahren oder einem Auf- 
dampfverf ahren (vgl. Fig.l5d). 

Fig.lSe zeigt mehrere erste Elektroden 1501 aus Gold, die ne- 
beneinander in die Isolatorschicht 503 eingebettet sind und 
30 die darauf sich befindende Deckschicht 1503. 

In einem weiteren Schritt (vgl. Fig.lSf) wird auf der Deck- 
schicht 1503 einezweite Elektrodenschicht 1504 aufgebracht. 

35 Nach erfolgter Strukturierung einer Maskenschicht 1506 aus 

beipielsweise Siliziumoxid, Siliziumnitrid oder Fotolack, in 
der die gewunschten Offnungen 1505 zwischen den zweiten EIek- 
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troden berticksichtigt sind, die aus der zweiten Elektroden- 
schicht 1504 gebildet werden soil, werden die gewtinschten 
Kohlraume 1304 gemafi der in Fig. 12 oder Fig. 13 dargestellten 
Biosensoren 1300, 1400 in der zweiten Elektrodenschicht 1504 
iiber der ersten Elektrodenschicht 1502 mit einem isotropen 
Atzverf ahren gebildet (Trockenatzverf ahren, z.B. in einem 
Downstream-Plasma, oder Nassatzverf ahren) (vgl. Fig.l5g). 

Es ist in diesem Zusammenhang anzumerken, dass die Deck- 
schicht 1503 nicht unbedingt erforderlich ist, jedoch vor- 
teilhaft ist, urn die ersten Elektroden 501 vor Anatzung bei 
der Bildung des Hohlraums 1304 zu schutzen. 

In einer alternativen Aus fuhrungs form kann die T-formige 
Struktur der zweiten Elektrode 502 gebildet werden, indem 
nach Bilden der ersten Elektrode 501 gemafl dem oben beschrie- 
benen Verfahren eine weitere Isolatorschicht mitteis eines 
CVD-Verfahrens oder eines anderen geeigneten Beschichtungs- 
verfahrens auf die erste Isolatorschicht oder, bei Existenz 
der Deckschicht 1503 auf der Deckschicht 1503 gebildet wird. 
AnschlieBend werden in der Deckschicht 1503 entsprechende 
Graben gebildet, die zur Aufnahme des ersten Schenkeis 1301 
der T-formigen Struktur der zweiten Elektrode 502 dienen. 
Diese Graben werden mit dem Elektrodenmaterial Gold gefiillt 
und gemail dem Damascene-Verf ahren wird mitteis eines che- 
misch-mechanischen Polierens das Elektrodenmaterial entfernt, 
das sich in dem Graben und oberhalb der zweiten Isolator- 
schicht gebildet hat, bis auf eine vorgegebene Hohe, die der 
Hohe der zweiten Schenkel 1302 der T-formigen zweiten Elek- 
trode 502 entspricht. 

Mitteis Photolithographie wird die Offnung 1305 zwischen den 
zweiten Elektroden 502 gebildet und anschliefiend wird das 
Isolatormaterial mitteis eines Trockenatzverf ahrens in einem 
Downstream-Plasma aus dem Volumen, das als Hohlraum 1304 aus- 
gebildet werden soli, zumindest teilweise entfernt. 



WO 01/75151 PCT/DE01/01244 



37 

Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass die oben beschriebenen 
Ausf iihrungsf ormen nicht auf eine Elektrode beschrankt ist, 
deren Haltebereich mittels Gold realisiert ist. Es konnen al- 
ternativ Elektroden mit Materialien in den Haltebereichen be- 
schichtet sein, beispielsweise mit Sili ziummonoxid oder Sili- 
ziuindioxid, die mit den oben dargestellten Amin-, Acetoxy-, 
Isocyanat-, Alkysilanresten eine kovalente . Verbindung bilden 
konnen zum immobilisieren von Sondenmolekulen, in dieser Va- 
riante insbesondere zum immobilisieren von Liganden. 
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Paten tanspruche 

1. Verfahren zum Erfassen von makromolekularen Biopolymeren 
mittels einer Elektrodenanordnung, die eine erste Elektrcde 
5 und eine zweite Elektrode aufweist, wobei die erste Elektrode 
mit ersten Molekulen versehen ist, die. makromolekulare Biopo- 
lymere eines ersten Typs binden konnen und wobei die zweite 
Elektrode mit zweiten Molekulen versehen ist, die makromole- 
kulare Biopolymere eines zweiten Typs binden konnen, 
10 " bei dem eine erste elektrische Messung an den Elektroden 
durchgefuhrt wird, wobei bei der elektrischen Messung die 
ersten Molekule und/oder die zweiten Molekule auf den 
Elektroden vorhanden sind oder nicht, 
© bei dem ein Medium mit den Elektroden in Kontakt gebracht 
15 wird derart, dass 

a) fur den Fall, dass sich in dem Medium makromolekula- 
re Biopolymere des ersten Typs befinden, sich diese 
an die ersten Molekule binden konnen, 

b) fur den Fall, dass sich in dem Medium makromolekula- 
20 re Biopolymere des zweiten Typs befinden, sich diese 

an die zweiten Molekule binden konnen, 

• bei dem nicht gebundene erste Molekule oder zweite Mole- 
kule von der jeweiligen Elektrode entfernt werden, 

• bei dem anschlieiiend eine zweite elektrische Messung zwi- 
25 schen den Elektroden durchgefuhrt wird, 

• bei dem abhangig von einem Vergleich der Ergebnisse der 
zwei elektrische Messungen an den Elektroden die makromo- 
lekularen Biopolymere erfasst werden. 

30 2. Verfahren nach Anspruch 1, 

• bei dem als makromolekulare Biopolymere Proteine oder 
Peptide erfasst werden, und 

• bei dem als erste und zweite Molekule Liganden verwendet 
werden, die die Proteine oder Peptide spezifisch binden 

35 konnen. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, 
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bei dem nicht gebundene erste Liganden oder zweite Liganden 
von der jeweiligen Elektrode entfernt werden, indem ein Mate- 
rial mit den Elektroden in Kontakt gebracht wird, das imstan- 
de ist, die chemische Verbindung zwischen dem Ligand und der 
Elektrode zu hydrolysieren . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 

bei dem das Material, das mit den Elektroden in Kontakt ge- 
bracht wird, ein Enzym ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

bei dem das Enzym, das in mit den Elektroden in Kontakt ge- 
bracht wird, eine Carboxylester-Hydrolase (Esterase) ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 

• bei dem als makromolekulare Biopolymere eines ersten Typs 
DNA-Einzelstrange einer vorgegebenen ersten Sequenz er- 
fasst werden sollen, 

• bei dem als makromolekulare Biopolymere eines zweiten 
Typs DNA-Einzelstrange einer vorgegebenen zweiten Sequenz 
erfasst werden sollen, 

• bei dem als erste Molekule DNA-Sondenmolekule mit zu der 
ersten Sequenz komplementarer Sequenz verwendet werden, 
und 

• zweite Molekule DNA-Sondenmolekiile mit zu der zweiten Se- 
quenz komplementarer Sequenz verwendet werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 

bei dem nicht gebundene erste DNA Molekule oder zweite DNA 
Molekllle von der jeweiligen Elektrode entfernt werden, indem 
ein Enzym mit Nukleaseakt ivitat mit den Elektroden in Kontakt 
gebracht wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

bei dem als Enzym mit Nukleaseaktivitat mindestens einer der 
folgenden Stoffe verwendet wird: 

• Nuklease aus Mung-Bohnen, 



f 
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• Nuklease PI, 

• Nuklease SI, oder 

• DNA-Polymerasen, die aufgrund ihrer 
5'-> 3' Exonukleaseaktivitat oder ihrer 

5 3'-> 5' Exonukleaseaktivitat imstande sind, einzelstran- 

gige DNA abzubauen. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
bei dem als Medium ein Elektrolyt verwendet wird. 

10 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 

bei dem bei der ersten elektrischen Messung und der zweiten 
elektrischen Messung die Kapazitat zwischen den Elektroden 
gemessen wird. 

15 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 

bei dem bei der ersten elektrischen Messung und der zweiten 
elektrischen Messung der elektrische Widerstand der Elektro- 
den gemessen wird. 

20 

12. Verfahren nach einen der Anspruche 1 bis 11, 

bei dem bei der ersten elektrischen Messung und der zweiten 
elektrischen Messung eine Impedanzmessung durchgef iihrt . 



* 



WO 01/75151 PCT/DE01/01244 



1/12 



FIG1A 




FIG1B 



^j109 ^ j109 



v 
106 



104 



2 



106 101 



107 



105- 



107 102 




108 

-~100 

103 



FIG1C 



^109^109 



106 



106 101 



102 



108 
^-100 
103 



104 



105- 



WO 01/75151 PCT/DE01/01244 



2/12 



FIG2A 




FIG 2B 



208 

2o ^jjV 206 xj 


2 


08 


^206 


* 

—207 

^•200 
^203 


201 


202 




— 


204 — < 


> 205 — c 





FIG 3 



203 



201 



•300 



202 



WO 01/75151 PCT/DE01/01244 



4/12 



CO 
CD 



CD 
CO 

s 



CO 
CD 
CO 



CO 
CD 
CO 





1 I 1 I 1 I I I I I 1 I 




TTT 




i i i i 



TTT 



CNJ 
CD 
CO 



CO 
CD 
CO 



CD 



CO 



CD 




CD 
CO 



CD 
CO 



LO 
CD 
CO 



CD 
CO 



WO 01/75151 



PCT/DEO 1/0 1244 



5/12 



FIG7A 

L 



703 

r 



705 702 



706 
4- 



•700 



FIG7B 




FIG 7C 



ii I \Qr a ^lr a ia 



FIG7D jw 




WO 01/75151 



PCT/DEO 1/0 1244 



FIG 8A 



6/12 

806 



805 

804- 

803- 
801 



815-^ 


) 


^-816 


\ / 






I 




-802 



FIG 8B 



808 



804- 
803- 



807 805 



T 



•809 



801 -£ 



-802 



FIG 8C 



805 ^810 



81K 
813^ 


) 


/-812 
-^813 ^ 


' 7^ 

812 






803 

—802 



WO 01/75151 



PCT/DE01/01244 



7/12 



FIG 9A — ^ 



905- 



903- 
901 



T 



•906 



902 



FIG 9B 



901 



906 



907 -n. 




.✓-908 


) 




909 | 




^-902 



FIG 9C 



901 





FIG 10B 1007 1004 1006 




FIG10C 



1009 x 




^1008 1008-v 




^1009 — 1000 
1001 


' 1 ' 




' f ' 




1010 




1011 





WO 01/75151 



PCT/DE01/01244 



1104 



1103 



9/12 

FIG 11 

1101 ^ — .^1 102 ^^1 101 ,1102 



0-0-0-0 



1103- 



01102 01101 0110201101 



1100 



1 103- 



1103- 



^ — ^1 101 z-^1102 ^ — ^1 101 ^-^1102 

GF® Q Q 

N — ^1102 ^ — ^1101 ^ A 1102 ^-^1101 



FIG 12 



1201 1202"' 1201 ^ 1202 



+ 



j : n n<s 



+ 



1200 



1202 y 1201 y 1202^ 1201 



J 



+ 



y 



y 



+ 






120K 1202 ^ 120r 1202 




1202 y 1201 ^ 1202^ 1201 



J 



+ 



y 



y 



+ 



WO 01/75151 w ^ PCT/DE01/01244 



11/12 



FIG15A 



103 



1501 



FIG15B 



103 




1504 

-V- 



1501 



FIG15C 



1502 



103 



1501 



FIG15D 



1503 

-4- 



103 



1501 




WO 01/75151 



12/12 



PCT/DE01/01244 



FIG15E 




FIG15F 



1504 
j. — 



1503 



1502' 



•1501 



1502' 



1501 



1502' 



■1501 



103 



1505 FIG15G 



1505 



1504 J} 05 15 P 6 



1503 



>1502' 



1501 



1501 



1502' 



1502 



•1501 

-+ 

103 



• 

THIS PAGE BLANK <uspto> 




(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) We It organisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
II. Oktober 2001 (11.10.2001) 




PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 01/75151 A3 



(5 1 ) Internationale Patentklassifikation 7 : 

G01N 27/327, 33/543 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



C12Q 1/68, (71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von 
US): INFINEON TECHNOLOGIES AG [DE/DE]; St - 
Martin-Strasse 53, 81669 Munchen (DE). 



PCT/DE01/01244 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

29. Marz 2001 (29.03.2001) 



(25) Eiurcichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 



(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anraelder (nur fur US): HOFMANN, Franz 
[DE/DE]; Herbergstrasse 25 B, 80995 Munchen (DE). 
LUYKEN, Richard, Johannes [DE/DE]; Boecklerweg 
28, 81825 Munchen (DE). 



Deutsch (74) Anwalt: VIERING, JENTSCHURA & PARTNER; 

Steinsdorfstrasse 6, 80504 Munchen (DE). 



(30) Angaben zur Prioritat: 

HX) 15 81 9.6 30. Marz 2000 (30.03.2000) DE (81) Bestimmungsstaaten (national): IP, US. 



[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 



(54) Title: METHOD FOR DETECTING MACROMOLECULAR BIOPOLYMERS BY MEANS OF AN ELECTRODE 
ARRANGEMENT 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM ERFASSEN VON MAKROMOLEKULAREN BIOPOLYMEREN MTTTELS EINER 
ELEKTRODENANORDNUNG 



106 I 106 101 107 107 1 



104 — J> 



105 



107 1Q2 



'108 

—100 

-103 




(57) Abstract: The invention relates to electrodes which are provided 
with molecules that can bind macromolecular biopolymers. A first 
electric measurement is carried out on the electrodes. A medium 
is contacted to said electrodes in such a way that biopolymers can 
specifically bind to first molecules or second molecules which 
are applied to the electrodes, when macromolecular biopolymers 
are present in the medium. Unbound first or second molecules 
are removed from the respective electrode and a second electric 
measurement is carried out. The macromolecular biopolymers are 
detected according to the measurements. 

(57) Zusammenfassung: Die Elektroden sind mit Molekulen verse- 
hen, die makromolekulare Biopolymere binden konnen. Es wird eine 
erste elektrische Messung an den Elektroden durchgefuhrt. Ein Me- 
dium wird mit den Elektroden in Kontakt gebracht, derart, dass fur den 
Fall, dass sich in dem Medium makromolekulare Biopolymere befin- 
den, sich diese an auf den Elektroden aufgebrachte erste Molekule oder 
zweite Molekule spezifisch binden konnen. Nicht gebundene erste oder 
zweite Molekule werden von der jeweiligen Elektrode entfernt und es 
wird eine zweite elektrische Messung durchgefuhrt. Abhangig von den 
Messungen werden die makromolekularen Biopolymere erfasst. 



WO 01/75151 A3 



# 

II 



(84) Bcstimmungsstaaten (regional): europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE, TR). 

Veroffentlicht: 

— mil inter nationalem Recherchenbericht 

— vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche geltenden 
Frist; Veroffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintreffen 



(88) Veroffentlichungsdatum des internationalen 

Recherchenberichts: 18. April 2002 



Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interr naf Application No 

PCT/DE 01/01244 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 G01N27/327 G01N33/543 



Accordmn lo international Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification svsiem followed by classification symbols) 

IPC 7 G01N C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation lo the extent that such documents are included in the fields searched 



fc. feci r owe data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



EP 0 859 229 A (GIST BROCADES BV) 
19 August 1998 (1998-08-19) 
abstract 

US 5 658 732 A (EBERSOLE RICHARD CALVIN 
ET AL) 19 August 1997 (1997-08-19) 
abstract 

EP 0 962 773 A (JONES MARK HOWARD) 
8 December 1999 (1999-12-08) 
abstract 

W0 95 24641 A (ANDCARE INC) 
14 September 1995 (1995-09-14) 
abstract 

-/-- 



f iinrw'f documents are listed »n the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



' Special caie<jones ol cited documents : 

•A* document dolming the general state of the art which is not 

considered lo be ol particular relevance 
*E* earner document but published on or after the international 

tiling date 

'L* document which mav throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited in establish the publication date ot another 
otaiion or other special reason (as specified) 

*0* documeni referring lo an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

*P" document published prior to the international filing date but 
Uier lhan the priority date claimed 



"T* later documeni published after the international filing date 
or priority date and not in conflict wifh the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* documeni of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the documeni is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious lo a person skilled 
in the art. 

document member ot the same patent family 



Dale ot me actual completion ol the international searcn 



8 February 2002 



Date of mailing of the international search report 



15/02/2002 



Nairvj and mailing address ol the ISA 

European Palenl Office. P.B. 5818 Paienllaan 2 
Nl . - 2280 HV Ri|swi|k 
lei. (431-70) 340-2040. Ix. 3t 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Moreno, C 



INT 



TIONAL SEARCH REPORT 



Intern lal Application No 

PCT/DE 01/01244 



C.(Continuation) OOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category v Citation of document, with indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No 



WO 01 61053 A (SAWYER JAYMIE ROBIN ; ZHANG 
PEIMING (US); CH00NG VI EN (US); LI CHA) 
23 August 2001 (2001-08-23) 
abstract 



Form PCT/ISA/210 (conunualion ot second sheeli (July 1992) 



INTFRNATIONAL SEARCH REPORT 

jrmation on patent family members 



Intern- nal Application No 

PCT/DE 01/01244 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(sj 



Publication 
date 



EP 0859229 



19-08-1998 EP 
AU 
US 



0859229 Al 
5301598 A 
6100045 A 



19-08-1998 
13-08-1998 
08-08-2000 



US 5658732 A 19-08-1997 CA 2066643 Al 05-04-1991 

DE 69010506 Dl 11-08-1994 

DE 69010506 T2 22-12-1994 

EP 0494896 Al 22-07-1992 

JP 5500715 T 12-02-1993 

WO 9105261 Al 18-04-1991 



EP 


0962773 


A 


08-12- 


■1999 


EP 


0962773 


Al 


08-12-1999 












AU 


4372199 


A 


20-12-1999 












WO 


9963347 


A2 


09-12-1999 












EP 


1093584 


A2 


25-04-2001 


WO 


9524641 


A 


14-09- 


-1995 


US 


5391272 


A 


21-02-1995 












WO 


9524641 


Al 


14-09-1995 


WO 


0161053 


A 


23-08- 


-2001 


AU 


3857301 


A 


27-08-2001 












WO 


0161053 


A2 


23-08-2001 



INTERNATIONAL^ 




CHERCHENBERICHT 



Intern t ales Aktenzeichen 

PCT/DE 01/01244 



A. KLASSIFIZJERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/68 G01N27/327 G01N33/543 



Nach (Jut Internalionalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikaiion und der IPK 



B. RECHERCH1ERTE GEBIETE 



Rechorchioner Mindestprulstott (Klassifikationssystem und Klassihkationssymbole ) 

IPK 7 G01N C12Q 



Recnerchiene aber nichi zum Mindestprutstolf gehorende Verottentlichungen. soweit diese unier die recherchierten Gebiele fallen 



Waruend der miernationalen Recherche konsultierte elektronische Daienbank (Name der Dalenbank und evil, verwendete Suchbegrifte) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



K.tt.H|i,rH Bezeichnung der Verottenllichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachl kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 859 229 A (GIST BROCADES BV) 
19. August 1998 (1998-08-19) 
Zusammenfassung 

US 5 658 732 A (EBERSOLE RICHARD CALVIN 
ET AL) 19. August 1997 (1997-08-19) 
Zusammenfassung 

EP 0 962 773 A (JONES MARK HOWARD) 
8. Dezember 1999 (1999-12-08) 
Zusammenfassung 

W0 95 24641 A (ANDCARE INC ) 
14. September 1995 (1995-09-14) 
Zusammenfassung 

_/-- 



WtMttrft- VerofUmllichungen sina der Hortsetzung von Feld C zu 
enmermwMi 



Siehe Anhang Patentlamilie 



- Besonoere Kateyonen von angegebenen Verottentlichungen 
"A* Verottentlichuna die den allgemeinen Stand der Technik dehniert. 
aber niciit afc> besonders bedeutsam anzusohen ist 

•£• arieres Dokumeni. das ledoch ersi am Oder nach dem miernationalen 
Anmektedaium verotlenllichl worden ist 

*L* Verottenttichung. die geeignel isl. em en Pnontaisanspruch zweitelhaft er- 
schemen zu lassen. Oder durch die das Verottenllichungsdalum einer 
anderen im Hecherchen bericht genannien Verottenllichung belegt werden 
soli oder die aus cinem anderen Desonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgeruhri) 

■O* VeroMcnihchung. die sich aul eine mundliche Ottonbarung. 

eine Benutzunq eme Ausslellung Oder andere Malinahmen bezieht 
•P* Verottenllichung. die vor dem miernationalen Anmeldedatum. aber nach 

dom beartspmchton Pnorilatsdatum verottentlichl worden ist 



"T 



Spalere Verottenllichung, die nach dem internalionalen Anmeldedatum 
oder dem Priontatsdatum verottentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nichl kollidiert, sondern nur zum Versiandnts des der 
Ertindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundelieoenden 
Theone angegeben tsi 

'X' Verottenllichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann atlein aulgrund dieser Verottenllichung nichi als neu oderauf 
ertinderischer Tatigkeil beruhend betrachtel werden 

V Verottenllichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann nicht als aut ertinderischer Tatigkeil beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verottenllichung mit einer oder mehreren anderen 
Verottentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend isl 

&■ Verottenllichung. die Mitglied derselben Palenllamilie isl 



Datum des Abschtusses der miernationalen Recherche 



8. Februar 2002 



Absendedalum des internalionalen Recherchenberichts 



15/02/2002 



Name und f J ostanschnlt der Internalionalen Hecherchcnbehorde 
Furopaisches Patentamt. P B 5618 Patenitaan 2 
NL - 2280 HV Ri|swi|k 
Tel (+31-70)340-2040. fx 31 65l epo nl. 
Fax (+31-70)340-3016 



Bevollmachtigler Bediensteler 



Moreno, C 



FormDIotl PCT/15A'210 (BlOtl 2) (Juii 19S2) 



INTERN ATIONAL p R RECHERCHENBERICHT 



Interr 



lales Aktenzeichen 



PCT/DE 01/01244 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone 0 Bezeichnung der Veroftenuichung. soweu ertordertich unter Angabe der in Betrachl kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 01 61053 A (SAWYER JAYMIE ROBIN ; ZHANG 
PEIMING (US); CHOONG VI EN (US); LI CHA) 
23. August 2001 (2001-08-23) 
Zusammenf assung 



F<xmt>(att PCT/1SA/210(Forlsetzuna»on Blall 21 (Juli 1S92I 



INTERN ATIONALEP BBCHERCHENBERICHT 

AngaDen zu Verotlenllichurk, die zur selben Patentfamslie gehoren 




ales Aktenzeichen 



PCT/DE 01/01244 



it f i nci/i itsi vi ici lueiiu 11 


LsalulW Utrf 




MitQlisci(©r) dsr 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentlichung 




Patentfamilie 




Verdffentlichung 


EP 0859229 A 


19-08-1998 


EP 


0859229 


Al 


19-08-1998 






AU 


5301598 


A 


13-08-1998 






US 


6100045 


A 


08-08-2000 


US 5658732 A 


19-08-1997 


CA 


2066643 


Al 


05-04-1991 






DE 


69010506 


Dl 


11-08-1994 






0E 


69010506 


T2 


22-12-1994 






EP 


0494896 


Al 


22-07-1992 






JP 


JJUU / 1 J 


j 








WO 


9105261 


Al 


18-04-1991 


EP 0962773 A 


08-12-1999 


EP 


0962773 


Al 




08-12-1999 






AU 


4372199 


A 


20-12-1999 






WO 


9963347 


A2 


09-12-1999 






EP 


1093584 


A2 


25-04-2001 


WO 9524641 A 


14-09-1995 


US 


5391272 


A 


21-02-1995 






WO 


9524641 


Al 


14-09-1995 



WO 0161053 A 23-08-2001 AU 3857301 A 27-08-2001 

W0 0161053 A2 23-08-2001 



FormbtaH PCT/ISA/210 (Anhang Patent* am»lie)(Juli 1992) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations arid is hot part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
tfFADEDTEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (Uspto) 



